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1. は じ め に
胆汁酸は，肝においてコレステロールから生合成さ
れる炭素数24のカルボン酸である．一次胆汁酸である
コール酸（CA）やケノデオキシコール酸（CDCA）は，
側鎖末端にグリシンあるいはタウリン抱合を受け，胆
管を経て十二指腸へ分泌される．ここで脂質の吸収に
重要な役割を果たした後，その一部は腸内細菌中の酵
素により脱抱合され，さらに7α位水酸基の脱離・異性
化を経て二次胆汁酸であるデオキシコール酸（DCA），
リトコール酸，ウルソデオキシコール酸に変換される．
これらの大部分は腸管壁より吸収され，門脈を経由し
て肝に達する．このように胆汁酸は腸肝循環している
うえ，ネガティブフィードバック機構により自身の生
合成を厳密に調節している．
近年，胆汁酸のシグナル分子としての生理機能が注
目されている．上述のネガティブフィードバックでは
胆汁酸の核内受容体FXRへの結合がトリガーとな
り???，同時にその結合は胆汁酸輸送タンパク質の発現
をも調節する??．一方，古くから二次胆汁酸の大腸がん
発症のプロモーター作用が指摘されているが，そのメ
カニズムは未だ明らかにされていない．最近著者らに
よって，胆汁酸のCoAチオエステル生合成過程で生
じるアシルアデニレートが，化学的に活性であり，非
酵素的にタンパク質と共有結合付加体を形成すること
が報告された??．そこで今回，アシルアデニレートを介
する核ヒストンへの胆汁酸付加について解析するとと
もに，アシルアデニレートのアフィニティーラベル化
剤としての有用性を吟味し，さらに脳内胆汁酸結合タ
ンパク質の解析を試みた．
2. 胆汁酸付加タンパク質
ヒストンのN末端部は，アセチル化，メチル化，リ
ン酸化など様々な翻訳後修飾を受け，それが生体の機
能と密接に関与する??．胆汁酸アシルアデニレート
（Fig.1）は，タンパク質のリジン残基側鎖のεアミノ
基と反応するため，これによるヒストンのアセチル化
やメチル化の阻害は，様々な生体内イベントに影響す
る可能性が考えられる．こうした観点から，胆汁酸ア
シルアデニレートによるヒストンH3の不可逆的修飾
について，イムノアフィニティー抽出法と質量分析法
を駆使して解析した??．
まず，ヒストンH3とDCAアシルアデニレート
（DCA AMP）を混合し，50 mM リン酸緩衝液（pH
 
6.8）中，37℃で 24時間インキュベートした．水酸化ナ
トリウムを添加して反応を停止し，ゲルろ過した後に，
Arg Cを用いてタンパク質を断片化した．次いで，抗
DCAモノクローナル抗体固定化ゲルを用いてDCA
付加ペプチドを抽出した後??，MALDI TOF MSおよ
びnanoLC/ESI MS/MSにより解析した．その結果，
ヒストンH3に対して10当量のDCA AMPを添加
すると 9 種のDCA付加ペプチドが生成し，1当量以下
では1種の付加ペプチドのみ検出された（Fig.2）．
NanoLC/ESI MS/MSにより，各付加ペプチドのア
ミノ酸配列を解析したところ，4,14,23,37,56,64,79,
122番目のリジン残基への付加が認められ，このうち
最もN末端側のLys4に対する反応が優先すること
が判明した．
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Fig.1. デオキシコール酸アシルアデニレートの構造
3. アフィニティーラベル化
低分子生理活性物質と機能性タンパク質との相互作
用解析は，タンパク質の機能解明，さらには新規医薬
品創出の観点から注目されている．アフィニティーラ
ベル化法は，質量分析法と組み合わせることにより，高
感度かつ迅速な相互作用部位の同定を可能にする．先
述のアシルアデニレートは，きわめて反応性が高いう
えに水溶性であり，さらにpHの調整により反応をコ
ントロールできることから，アフィニティーラベル化
剤として活用できるものと考えた．そこで，DCAと特
異的にかつ確実に結合する抗DCAモノクローナル抗
体をモデルタンパク質として用い，DCA AMPのア
フィニティーラベル化剤としての有用性を検証し
た??．
リン酸緩衝液（pH 6.0）中，抗DCAモノクローナル
抗体に対してDCA AMPを添加し，相互作用部位に
侵入させた．次いでpHを 7.4に調整し，37℃で 24時
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Fig.2. ヒストンH3に対して等モルのDCA AMPを加えてインキュベートしたときの反応液のMALDI TOFマススペクトル
(A)イムノアフィニティー抽出前，(B)イムノアフィニティー抽出後
?:固定化抗体由来のペプチドのピーク
間インキュベートしてDCAを抗原認識部位選択的に
不可逆的に固定化した．得られたラベル化タンパク質
をトリプシンにより消化後，抗DCAモノクローナル
抗体固定化ゲルを用いてラベル化ペプチドをアフィニ
ティー抽出し，MALDI TOF MS並びにLC/ESI
 
MS/MSにて解析した．
アフィニティー抽出した試料をMALDI TOF MS
分析したところ，m/z 2128に新たなピークが認めら
れた．これをLC/ESI MS/MSにより解析したとこ
ろ，抗DCAモノクローナル抗体の重鎖CDR2と
CDR3の間に位置するDNAKNILYLQMGSLRのリ
ジン残基側鎖のεアミノ基にDCAが付加している
ことが判明した（Fig.3）．以上の結果から，アシルア
デニレートが，アフィニティーラベル化剤として優れ
た特性を有することが明らかとなった．
4. 脳内胆汁酸結合タンパク質
脳内には多量のコレステロールが存在し，その水酸
化体のひとつである24S ヒドロキシコレステロール
は血中に分泌され，肝に取り込まれてLXRと結合す
ることにより，コレステロール代謝に関与することが
明らかにされている??．24S ヒドロキシコレステロー
ルは3βヒドロキシ 5 コレン酸の前駆物質となり得
るが，脳内ステロイドであるデヒドロエピアンドロス
テロンやプレグネノロンの7α位が水酸化されること
を考え合わせると，脳内における胆汁酸生合成の可能
性も考えられる．こうした観点から，まずLC/ESI MS
を用いて，ラット脳内の胆汁酸の検索を試みた???．
Wistar系雄性ラットの全脳を取り出して破砕し，定
法にしたがって細胞分画した．細胞質画分に0.03 M
 
EDTAおよび7.3 M 塩酸グアニジンを含む1.65 M ト
リス 塩酸緩衝液（pH 8.6）を加えてインキュベートし
た後，そのまま熱エタノールを滴下してタンパク質を
析出させた．遠心分離して得た上清を濃縮してLC/
ESI MSにより分析したところ，あらかじめタンパク
質を変性させずに抽出したラット脳細胞質画分では，
CA並びにDCAのみが検出され，他の胆汁酸は認めら
れなかった．一方，塩酸グアニジンを含む緩衝液を用
いてタンパク質を変性させた後に抽出すると，肝湿重
量1 gあたり，CAが 0.06 nmol，DCAが 0.07 nmol検
出されたほか，1.95 nmolの多量のCDCAが検出され
た（Fig.4）．このことから，CDCAは脳内のある種の
タンパク質と強固に結合していることが示唆された．
そこで次に，著者らが開発したcleavable affinity
 
gel???を用いて，脳内CDCA結合タンパク質の抽出を
試みた．その結果，大脳，中脳，小脳，脳幹，海馬か
ら共通の3本のタンパク質バンドが濃縮された．各バ
ンドをゲル内消化後，MALDI TOF MSを用いて質量
分析し，さらにデータベース検索してタンパク質の同
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Fig.3. DCA付加ペプチドのプロダクトイオンマススペクトル
定を試みたところ，それぞれ tubulin αおよび
tubulin βの混合物，βactin，14 3 3proteinであるこ
とが判明した．また，下垂体から血清アルブミンのほ
か，growth hormone(GH）が濃縮された．特にGH
は，脂質代謝や糖代謝において胆汁酸との関連が指摘
されており，両者の直接的な相互作用に興味が持たれ
る．そこで，CDCA AMPをアフィニティーラベル化
剤として用い，CDCAとGHの相互作用について解析
した．
まず，pH 6.0で CDCA AMPと GHをインキュ
ベートし，ラベル化剤をGHの結合部位に進入させ
た．次いで，反応液をpH 7.4に調整してラベル化反応
を活性化した．タンパク質をペプチドに断片化後，抗
CDCAモノクローナル抗体を用いてラベル化ペプチ
ドを濃縮し，質量分析法により解析した．MALDI
 
TOF MS分析の結果，m/z 1014.65,1067.64,1083.63,
1619.94および 2431.31にラベル化ペプチド由来の
ピークが検出され，理論値との比較から，Lys55，
Lys192，Lys196およびLys205へのCDCAのラベル
化が示唆された（Fig.5）．次に，nanoLC/ESI MS/MS
を用いてラベル化部位の同定を試みた．その結果，
Lys55，Lys196およびLys205に CDCAが結合してい
眞野－質量分析法を用いるバイオメディカル分析科学140
 
Fig.4. ラット脳抽出物のLC/ESI MS分析
(A)塩酸グアニジン処理後，熱エタノール抽出した試料，(B)BSAコートしたODSカートリッジを用いて
固相抽出した試料，(C)熱エタノールで抽出した試料
ることが確認された．これらのリジン残基は，GHのレ
セプター結合部位とは異なる1つの空間を共有してお
り，この近傍でCDCAが結合する可能性が示唆され
た．
5. お わ り に
以上今回，胆汁酸を例に取り上げ，高精密分子認識
能を有する抗体を用いるアフィニティー抽出法および
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Fig.5. Growth hormoneを CDCA AMPでラベル化後，イムノアフィニティー抽出した試料のMALDI TOFマススペクトル
(A)アフィニティーラベル化していない試料，(B)アフィニティーラベル化した試料
質量分析法を駆使することにより，その関連するタン
パク質との相互作用について解析した．胆汁酸アシル
アデニレートによるヒストンH3のLys4への修飾
は，Lys4のアセチル化によって制御されるLys9 のメ
チル化を結果的に促進することになるが，Lys9 のメチ
ル化がDNAのメチル化を助長することが知られてお
り，二次胆汁酸の大腸がん発症機構との係わりを考え
るとき興味深い．一方，著者らによって見出された脳
内胆汁酸は，ある種のタンパク質と結合して存在する
ことが示唆されており，結合タンパク質の解析が脳内
胆汁酸の機能を知るうえできわめて重要と考えられ
る．今回，細胞骨格を形成する種々タンパク質との結
合が示唆されたほか，GHとの結合も明らかにされた．
GHは脂質代謝，糖代謝に関連することが知られてい
るうえ，胆汁酸と相反する作用を発揮することも指摘
されており，両者の直接的な相互作用との係わりに興
味がもたれる．
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